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Kovalentni hybridy angiogenin/RNaza
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Oplast vynélezu

- PredloZfeny vyndlez se tyk& modifikovanych nebo mutant-
nich proteind angiogeninu a sekvenci DNA, kodujicich tyto
modifikované nebo mutantni proteiny. Ddle se také, tykd vek-
tord, hostitelskych bunik @& metod exprese modifikovangych ne-
bo mutantnich proteind angiogeninu. 4ejména jsou modifikova-
né nebo mutantn{ angiogenni proteiny podle vynélezu gene-
tickym inZenyrstvim zpracované kovalentni anglogenni/rlbo—
nukledzové (RN4zové) hybridy. ﬂkyto hybridy Jjsou uZite&né pro
identifikaci strukturélnich komponentd angiogeninu, nezbyt-
nych pro charakteristickou ektivitu angiogeninu. 4e jména
mohou byt vyu%ity regiondlni mutageneze pro vyrobu takovych
angiogenin/RNézovych hybridnich proteind, které —jsou odvo-
zeny od sngiogeninu @ ve kterych jsou jednotlivé oblasti
primérni struktury nshrazeny odpovidajicimi segmenty RNézy.
Pr{prava @ charakteristika takovych protelnﬁ dovoluje identi-
fikaci segmentl jako Jje N—termlnélni segment, ktery miZe
byt rozhodujici p¥i charakterlstické aktivité angloggplnu
podle predloZeného vynélezu., Presmndji, pFedloZeny vyndlez se
tyké novych rekombinovanych hybridnich proteind se zv&tSenym
angiogennim potencidlem - ARH-III, ve kterém je N-termindl-
ni konec 8-22 zbytkd angiogeninu nahrazen odpovidajicim dse-
xem (zbytky 7-21) RNéz§ regionélni mutagenezi. L‘akovy re-
kombihovany mutentni protein angiogeninu miZe byt produkovén

- v dostatedném mnoZstvi pro umoZnéni jeho aplikace v tera-
pii a diagnostice.

Désavadni stav techniky

Angiogeheze, proces vyvoje krevniho Feliltg, je zdkladem
pro rist solidnich tumord a je slozkou normdlnich hofjivych a
ristovych procesd. Také je zahrnuta v patofyziologii athero-
genese, artritidy @ diabetické retinopatie. JYe charskterizo-
véna PFizeny® pistem novych kapilér sm¥rem ke specifickym



stimulim. Tento rdst je zprost¥edkovadn migraci endotelovych
bundk, miZe postupovat nezévisle na mitozédch endotelovych
bun&k °

Molekulérni messengery, odpové&dné za proces sngiogene-
ze byly dlouho vyhleddvény. Greenblatt & Shubik, 1968, J.
Natl.Cancer Inst. 41: 111=124 soudi, %e tumorem indukovené.
neovaskularizace je zprost¥edkovéna difuzibilni substenci.
N4sledn& se uvafovalo o riznjych rozpustnych medidtorech in-
dukujicich neovaskularizaci. *yto zahrnuji prostaglandiny
(Auerbach, v Lymphokines, Pick and Landy, eds., 69-68. Aca-
demic Press, New York, 1981), lidskou urokindzu (Bermen a
spol., 1982, Invest. Opthalm,Vis.Sci. 22:191-199), mdd (Ra-
ju & spol., 1982, J.Natl.Cancer Inst. 69:1183-1188) a rizné
"dingiogenezni faktory".

¥4zné angiogenezni faktory byly odvozeny z tumorovych
bundk, z moku, pochézejiciho ze zran¥ni (Banda a spol.,
1982, Proc. Natl. Acad.Sci. USA 79; 7773-7777; Bande a spol.,
US patent &. 4503038) & bundk sitnice (D°Amore, 1981, Proc.
Natl.Acad.Sci.USA 78:3068-3072). Angiogenezni ’bktory odvo~-
zené z tumord byly charekterizovény v men3im rozsahu. Folk-
men a spol., 1971, J.Exp.Med,133:275-288, izoloval angio-
genezni faktor z Walker 256 vodﬁptelného nédoru krysy. iak-
tor byl mitogenni pro endothelidlni bunky kapilér a byl in-
aktivovén RNdzou. Tuan a spol., 1973, Biochemistry 12:3159~
3165, nalezl mitogenni a angiogenni aktivitu v nehistonovych
proteinech Walket 256 tumoru. Aktivni frakci byla sm&s protei-
nd a kerbohydrétd. Yno%stvi zvifecich & lidskych tumord
md%e produkovet angiogenezni faktor(y) (Phillips a Kumar,
1979, Int.J.Cancer 23:82-88, ale nebyla stenovena chemické
povaha tohoto faktoru(d). Neproteinové komponenty o nizké
molekulové hmotnosti z Walker 256 tumdrl se mohou také pro-
jevit jako angiogenni a mitogenni (Weiss a spol., 1973, Br.
J.%ancer 40:493-496). Angiogenezni faktor s molekulovou
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hmotnosti 400 &% 800 daltond byl vy&i¥tén do homogenity
Fenselauenm & spol., 1981, J.Biol.Chem. 256:9505-9611, ale
nebyl déle charakterizovén. Bunky lidského plicntho nédo-
ru vykazovaly sekreci angiogennich faktord, zshrnujicich
nosi& o vysoké molekulové hmotnosti a aktivni komponentu

o nizké molekulové hmotnosti, kteréd je patrn® neproteinové-
ho charakteru (Kumar & spol., 1983, Int.J.Cancer 32:461-
464). Vallee a spol, 1985, Experientia 41:1-15, nalezli an-
giogenni sktivitu sestévajici se ze ti{ frakci z Walker 256
tumord. Tolbert a spol. (US patent ¥. 4229531) obJjevil pro-
dukei angiogennich faktord z lidské linie HT-29 adenokar-
cinomu, ale materidl byl pouze (é4steln& ¢y¥i3tén a nebyl
chemicky charakterizovén. Izolace genl,, odpovidajicich za
produkci vy$e popsanych angiogennich faktorl, nebylauvede-
na, z 84sti je toto zpisobeno nedostatkem gistoty a charsk-
teristiky faktort.

g jzolaci angiogennich Baktorl je vyuZivéno mnoZstvi
rﬁznyéh technik zahrnujicich: vysokotlakovou kapalinovou
chromatografii (Banda a spol., supra), extrakci rozpoudtéd~
ly (Folkmen a spol, supra), chromatografii na silikagelu
(Fenselau a spol., supra), DEAE celuloz@ (Weiss a spol.,
supra) nebo Sephadexu (Tuan a spol, supra) a afinitni chro-
matografii (Weiss a spol, supra).

Vallee a spol. (US patent &. 4727137, ktery je zde uve-
den jako odkaz) vy&istil angiogenni protein z lidské bun¥i-
né linie adenokarcinomu.Tento proteidpyl identifikovén v nor-
mélni 1idské plazm¥ (Shapiro a spol., 1987, Biochem.26:
5141-5146). Vy&i&t&ny protein znémy jeko angiogenin byl che-
micky charakterizovén & byla stanovena jeho aminokyselinové
sekvence. DByly demonstrovény dvd odli3né aktivity pro angio-
genin ziskany z lidskych tumord. Prvnd byla popséna jako
velmi potentni angiogenni faktor in vivo (Fett a spol.,
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1985, Biochem. 24:5480-5486). Druhé, které byla objevena
diky vykazovéni charekteristické ribonukleolytické aktivity
sm&rem k 285 a 185 rRNA a kterd se prokazatelnd 1i3i od pan-
kreatické RNézy ve dvou bodech: a) je tireba 10° vice angio-
geninu neZ RNézy k dosaZeni stejného stupné degradace rRNA,

a b)produkty jsou mnohem del3f, nap#. ze 100 na 500 nukleo-
tidd. Navic je podstetn¥ inaktivadj$f vadi klasickym A sub-
strétim RNdzy (Shapiro a spol., 1986, Biochem. 25:3627-~3532;
St.Clair a spol., 1987, Proc.datl.Acad.Sci.USA 84:8330-8334).,

Dgle Vallee a spol (US patent &. 4721672 uvedeny jako
odkaz), klonovali geny (jsk cDNA tak genomové) kodujici angio-
genni protein nérokovany v US patentu &. 4727137 z knihov-
ny lidské jatern{ cDNA a knihovny lidského genomu. Gen an-
giogeninu byl klonovén do vektoru a rekombinované vektory
kodujici gen angiogeninu byly pou%ity pro transformovéni
nebo trasfekci hostitelskych bundk. “akové trensformované
nebo transfektovené bunky produkuji iidsky angiogenni pro-
tein.

Na zékladé sekvencé«genu pro angiogenin, objevené a néro-
kované v US patentu &. 4721672, pripravovalo n&kolik skupin
syntetické aniogeninové geny. Denefle a spol., 1987, GEne
56:61-70, pfipravili syntetické geny, kodujici lidsky angio-
genin, ktery byl potvrzen jeko vhodny pro vyhleddvéni kodont
v proteinech produkovanych E.coli. Syntetické geny byly 1li-
~govény do pBR322-odvozeného expresnihb vektoru konstruova-
ného tak, aby obsahoval E.coli tryptofan (trp) promotor. Angio-
genin produkovany E.coli je nerozpustny, ale miZe byt snad-
n&ji renaturovén a &i3t&n. (ist¥ny engiogenin vykazuje angio-
genni a ribonukleotickou aktivitu stejnou jak popsal Vallee
& spol. (US patent &. 4727137) pro pfirozeny &idt&ny angio-
genin z bunék lidského adenokarcinomu. Yiny synteticky gen
pro‘angiogenin byl pfipraven Hoechstem (n&meckd patentové
pFihlé8ka P3716722.7), kodujici na 30,pozici aminokyselin




leucin misto methioninu v p¥frodnim (tj. divokém typu) genu
angiogeninu popsaného a chrénéného v US patentu &. 4721672,
Tento synteticky Leu-30 angiogemni gen byl ozhalen za vhodny
pro vyuZiti kodond vyhodn& produkovanych v E.coli. Gen byl
vklonovén do vektoru, obsahujiciho modifikovany trp promotor
(evropskd patentové piihléZka 0198415) a oblast iniciujiel
translaci (TIR) sekvence (Gene 41: 201-206, 1986; EMBO J.
4:519-526,1985) pro zvydeni u¥innosti translace. Synteticky
gen je takto pod p¥imou kontrolou trp promotoru a exprese

je indukovéna doplnénim indol-3-akrylové kyseliny nebo nedo-
statkem tryptofanu. Leu 30 angiogeninovy protein vykazuje po
vy%isténi stejnou angiogenni a ribonukleotickou aktivitu
jako divoky typ (Met-30) angiogeninu.

Viechny prévé popsané lidské angiogeniny, at ziskané z
plasmy, nédorovych bun&k nebo rekombinac{ DNA (cDNA, geno-
mové DNA nebo syntetické DNA) vykazuji angiogenni i ribo-
nukleolytickou aktivitu. Yednim z ne jpoutavé j8ich rysl angio-
geninu je jist& jeho strukturélni homologie se savii pankrea-
tickou RNézou. lato strukturétni podobnost by mohla umoZnit
studium mechanismu akce anglogenlnu jekoZ i podobnosti mezi
angiogeninem @& enzymatickou (tj. ribonukleolytickou) aktivi-
tou angiogeninu. ' '

In vivo je angiogenin silnym induktorem rdstu krevnich
cest, jek bylo m&Feno na ku¥ecich choriallanteoickych membré-
ndch (CAM) a krdli¥f cornea studii (Fett a spol., Biochemis-
try 24:5480-5486). In vitro angiogenin indukuje rdzné reskce
v endotelidlnich bunkéch, zahrnujici aktivaci fosfolipézy C
a sekreci prostaglandind ( Bicknell and Vallee, 1988, Proc.
Natl.Acad.Sci. USA 85:5961-5965, Bicknell a Vallee, 1989,
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 86:1573-1577); inhibuje také volnou
trenslaci v bunkdch specifickym roz¥t&penim 185 RNA ve 408
ribozomdlni podjednotce (St.Clair a spol., 1987, Proc.Natl.,
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- Acad.Sci.USA 84:8330-8334; St.Clair a spol., 1988, Bio=-
chemistry 27: 7263-7268). ‘

Angiogenin je strukturn® homologni se skupinou enzymi
pankreatické RN4zy, majici 34 % sekvenci identickych & nejvice
studovenym &lenem této skupiny, hové&zi pankreatickou RNézou
A (RNéza A((Strydom a spol., 1985, Biochemistry 24: 5486-
5494; Kurachi a spol., 1985, Biochemistry 24: 5494-5499).
Tercidrnd struktura angiogeninu je podobné této RNdze A
vzhledem k i) zachovéni t¥i ze &tp¥ disulfidovych vazeb, ii)
extrémn t&sné vazb® k inhibitoru placentdrni ribonukledzy
(PRI) (Shapiro a Vallee, 1987, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 84:2238~
2241; Lee a spol., 1989b, Biochemistry 28: 225-230; Black-
pburn @ spol., 1977, J.Biol.Chem, 252:5904-5910) a iii) po-
&itadem vytvolené trojrozm&rné struktufe (Palmer a spol., 1986,
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 83:1965~1969). TF¥i nezbytné katalytic-
ké zbytky RNédzy A (His-12, Lys-41 a His-119) jsou uchovény v
angtogeninu (His-13, Lys-40 a His-114) stejn& jako mnoho
daldich klidovych mist a strukturélnich zbytkd. Jak bylo
uvedeno vySe, angiogenin mé ribonukleolytickou gktivitu,
ale typem velmi rozdilnou od jinych RNéz. Aktivita angioge-
ninu vi¥i nejbd#n& j8im substrétim je 5 &% 6kréat Fédové& niZ-
31 ne¥ aktivita RNdzy A (Shapiro a spol., 1987, Proc.Natl.
Acad.Sci.USA 84:8783.8787; Shapiro a spol., 1988, Anel .Biochem.
1753450-461; Harper a Vallee, 1989, Biochemistry 28: 875-

84)., Navzdory strukturnim podobnostem, ohromny rozdil v ak-
tivit& angiogeninu in vivo e in vitro, vztaZené k aktivité
RNéz (u kterych nebyla prokézéna indukce angiogeneze nebo
druhé messengerové aktivity) je jasnym dlkezem odlisné fyzio-
logické funkce angiogeninu.

Vysledky studif ukédzaly, %e aktivni mista histidino-
vyeh a lysinovych zbytkd angiogeninu jsou potiebn&-pro dvoje
aktivity - angiogenni & ribonukleolytickou (Shapiro a spol.,
1986, Biochemistry 25:3527-3532; Shapiro a spol., 1887b, Proe.
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Natl.Acad.Sci.USA 84:8783-8787; Shepiro a spol., 1988b, Bio-
chem.Biophys.Res.Commun.156: 530-536; Shapiro & spol., 1989,
Biochemistry 28: 1726-32 a Shapiro a Vallee, 1989, Bioche-
mistry 28:7401-8). Micmén¥ dald3i molekulové vlastnosti musi
byt kritické pro angiogenezi, pondvad%f hovézi pankreatické
RN4zy obsahuje odpovidajici histidinové a lysinové zbytky
presto, %e neni angiogenni. +akové doplnujici molekuldrni
'rysy, jestliZe mohou byt zji¥t¥ny, by mély zahrnovat indi-
vidudlni zbytky @/nebo oblasti sekvence, které jsou unikét-
n{ pro angiogenin. Harper a Vallee, 1989,Biochem. 28:1875-84,
pifipoudti, Ze jeden néﬁadny strukturni rozdil mezi angioge-
ninem a RNdzou spo&ivd v absenci sekvence podobné oblasti
RN4zy, obsahujici Cys-65-Cys-%2 disulfidovou vazbu. Angio-
genin postrédéd tyto disulfidické vazby. Vzhledem k tomu,

Ya tato oblast angiogeninu je identifikovéna (Harper a Vaziee,
1989, supra, byl popsén novy, genetickym inZenyrstvim vyro- |
beny kovalentni angiogenni/RNézovy hybridni protein, ARH-I,
ve kterém segmenty angiogeninu zahrnu?éj_ aminokyselinové
zbytky 58-70 byly nahrazeny odpovidajicimi segfunty (zbytky
59-T73) RNézy A. Nahrazeni tohoto segmentu angiogeninu genetic~
kym inZenyrstvim odpovidajicim segmentem z RNézy A podminuje
vznik kovalentniho hybridniho proteinu s charakteristikemi
podobnd j3imi RNéze. ARH-I vykazuje enzymatickou aktivitu ple-
kvapiv® podobnou aktivit& RNédzy, ale znateln® sniZenou angio-
genni biologickou aktivitu.Harper a Vallee, 1989, supra, ne-
byli schopni p¥ipravit nebo identifikovat protein, ve kte-
rém by byla zvySena biologickd angiogenni aktivita. Takovy
hybrid by byl neo&ekévany vzhledem k jejich experimentédlnigu
zéméru vloZit unikd4tni oblast RN4zy do angiogeninu.

Podstata vynédlezu

Bylo zji%téno, %e nahrazeni unikétnich segmentﬁ‘angio-
geninu, zahrnujicich N-terminélni aminokyseliny pri nebo od-
povidajici zbytkim 8-22 angiogeninu, odpovidajicimi segmenty
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(zbytky 7-21) RNdzy A za vzniku nového rekombinovaného pro-
teinu se zvySenou angiogenni schopnosti. Fodle predklédané-
ho vynélezu N-termindlni oblast angiogeninu byla identifi-
kovéna jako mo¥ny kendiddt na unikétni oblast engiogeninu a
tak pdvaéovéna za urdujici pro specifickou aktivitu engiogeni-
' nu.'xato oblast byla 1)velmi vysoce konzervovénsm v sminokyse-
linovych sekvencich angiogeninu pro tyri druhy (lidsky,
hovéz{i, vepfovy a{.KmfﬁE’/') a 2)odlisnd od odpovidajfcich ob-
lasti RNézy. Nov¥§ rekombinrovany kovalentn{ hybrid angio-
genin/RNéza ARH-III podle pfedloteného vyndlezu tak zahrauje
modifikoveny angiogenin, ve kterém segment blizky N-konci
(2bytky 8-22) angiogeninu byl vym&nén regiondln{ mutaci s od-
povidajicim segmentem RNézy (zbytky 7=21). Yento novy rekom-
binantni hybrid vykazuje 10krdt vEt31 schopnost angiogenni akti-
vity @ vzristé vezebnd schopnost (alespor o jeden F4d) k ‘
placentérnimu ribonukledzovému jnhibitoru (PRI) ve srovnéni

s angiogeninem. Ribonukleolyticksd gktivita ARH-III byla

v&&i mnohe substrétim nezmin¥na. Kepacita ARH-III inhibovat
tvorbu volnych proteind v buice byla sniZena 20 a% 30krat

ve srovnéni s angiogeninem. Tyto nové hybridni proteiny, obsa-
hujici pentadekapeptidovy segment RNézy jsou biologicky ak-
tivadj81 ney samotny engiogenim & jsou tak ve skutednosti
W¥inn& j¥im angiogeninem.

Popis obrdzkd

Obrézkg 1a a 1b jsou grafy znézornujici procentudlni
shodu sminokyselinovych sekvenci zbytkd lidského angiogeni-
nu ve srovnéni s toutéf ¥ésti hov&ztho engiogeninu (obr.1a)
a RN4zy (obr.l1b) za u¥elem stanoveni unikdtnich segmentl an-
giogeninu jak je popséno v prikladu 1. Obr.lc je grafem
ukezujicim rpzdil v procentudlni shod& mezi obr.la a 1b.

Obr.2a ukazuje N-terminélni eminokyselinoveu sekvenci
RNézy lidského angiogeninu a ARH-III. Zbytky RNézy A obsaZe-




né v pamkreatické RNdze 39 saviich druhd jsou oznaleny
hv&zdi%kou. Orémované ¥dsti v angiogeninu jsou obsaZeny v
lidskych, hov&zich, vepfovych proteinech a proteimech lapi-
nd. Ybr,2b ukazuje DNA sekvence syntetického dvojbetdzcové-
ho oligonukleotidu kodujiciho rezidua 4-23 ARH-III pouZité-
ho jeko fragmentu B v konstrukei sekvence kodujfci ARB=III
popsané v pifkladu 2.

Obr.3 je diagramem konstrukce kodujici sekvence pro
ARH=-III popsaného v prikladu 2.

Obr.4 predstavuje vymyveci profil HPIC tryptlckych pep=-
tid% ARH-III popsané v piikladu 4.

9br.5a je graf znézornujici aktivitu sngiogeninu & ARH-III
smérem ke kvasinkové tRNA; Obr.5b je grafem predstavujicim
vliv pH na aktivitu ARH~III ve srovnéni s RNdzou & angioge-
ninem jak popisuje priklad 5.

Obr.6 je autoradiografem modovino-polyakrylamidového
gelu, pPfedstavujicim vliv angiogeninu a ARH-III na intaktni
ribosomy jak je popséno.v prikladu 6.

Obr.7 je graf predstavujici aktivitu ARH-III a angio-
geninu v CAM zkousce jak popisuje piiklaed 7.

Obr.8 je graf predstavujici disociaci sngiogeninu a
- ARH-III z komplexu protein:PRI b&hem 10 dnd.

Obr.9 je prostorovy disgram RNézy A.

Detailni;popisfvynélezu

Pted daldim poﬁisém vynélezu bude uZitelné definovat
urdité terminy a déle je pouZivat.
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Biologické sktivita je funkci nebo souborem funkci
pisobenych molekulou v biolegickém kontextu (tje v organismu
nebo in vitro). Pro angiogenin je biologické sktivita cha-
rakterizovéna jeho angiogenni aktivitou (angiogenese). Mi-

e také zahrnovat druhotnou messengerovou &/nebo ribonukleo-
lytickou aktivitu. Angiogenni aktivita je chemickou stimula-
ei rozvoje krevniho Pelist¥ do tkéni. Ta je obecn¥ spojovéna
s produkc{ difusibilnich substenci riznymi typy bunék. Angio-
genni aktivita miZe byt charekterizovéna pozitivni odpovédi

v testu kuFecich embryonélnich chorioallantoickych membrén
(Knighton & spol., 1977, Br.J. Cancer 35:347-356) a/nebo
zkouSce kréli&fch rohovek implantaci (Lenger a Folkman, 1976,
Nature 263:797-800). ‘

Ribonukleolytickd aktivita je enzymatické 3t&peni RNA,
zehrnujici limitované katalytické St&peni rRNA a tRNA.

Mutantni gen nebo zkonstruovanéd DNA je molekula DNA nebo
klon tekové molekuly, kterd byla lidskym zésahem modifikové-
na tak, aby obsshovala segmenty DNA, které jsou vyménény,
kombinovédny nebo unist¥ny vedle sebe timto zpisobem & které
by jinak nem¥ly v prirod& existovat. :

Mutentni (mutovany) sngiogenni protein je angiogenni
protein nebo ndjaky jiny peptidicky fragment tohoto proteinu,
ve kterém bylo jedna nebo vice aminokyselin zam®n&no s jinymi
 aminokyselinami a ktery mé alternativni bioclogickou aktivi-
tu ve srovnéni s nemutovanou nebo divokou formou sngiogeni-
nu.

¥yhodnou prokaryotickou bunkou pou¥ivanou p¥i provédéni
predklddaného vynélezu je kmen bakterie Escherichia coli, ad-
" koliv je moZno také pouzit Bacillus @ jiné rody. Technika pro
transformaci t&chto hostitelskfch bun¥k & expresi cizorodych
gend, klonovanych do tdchto bundk je velmi znémé v oboru (viz
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napf. Maniaetis a spol., 1982, Molecular Cloning: A Laborato-
ry Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har-
bor, New York; Current Protocols in Molecular Biology, 1987
(p¥ed r.1989), Ausubel a spol., vyd. Greene Publishing
Associates and Wiley-Interscience, New York; Perbal, 1988,

A Practical Guide to Molecular Cloning, John Wiley and Sons,
New York, Davis a spol., 1986, Basic Methods in Molecular
Biology, Elsevier Science Publishing Co., New York). Yektory
pouZivané k expresi v bakteridlnich hostitelskych bunkéch
budou obvykle obsahovat oddélitelny marker, tak jasko gen pro
antibiotickou rezistenci a promotor, ktery funguje v hosti-
telské bunce. Do vhodnych promotord pat#f trp (Nichols a
lanofsky, 1983, Meth.in Enzymology 101:155) lac (Casadaban

a spol., 1980, J.Bact. 143:971-980) & fég-N promotorové sys-
témy. Plasmidy pouZivené pro transformaci bakterii zashrnuji
pBR322 (Bolivar a spol., 1977, Gene 2:95-113), pUC plasmidy
(Messing, 1983, Meth.in Enzymology 101:20-77 a Vieira a Mes-
sing, 1982, Gene 19:259-268), pCQV2 (Queen, 1983, J.Mol.Appl.
Genet. 2:1410) a jejich derivéty.

Eukaryotické mikroorganismy jako je kvgsinka: Saccharo-
myces cerevisiae, mohou byt také pouZity jako hostitelské
buﬁky. Technika pro trensformaci kvasinek je také v oboru
znémé (viz nap¥. Strathern a spol., 1982, The Molecular Bio-
logy of the Yeast Saccharomyces, 2 dfl. Cold Spring Harbor
Laboratory, New York; Perbal, 1988, supra; Davis a spol., 1986,
supra; Beggs, 1978, Nature 275: 104~108), Exprimované vektory
pro pouZiti v kvasinkéch zahrnuji{ YEp13 (Broach a spol., 1979,
Gene 8:121-133), YRp7 (Struhl a spol, 1979, Proc.Natl.Acad.
Sci.USA 76:1035-1039), pJDB248 a pJDB219 (Beggs, ibid) a jejich
derivéty. Takové vektory vEt3inou obsahuji odd¥litelny mar-
ker, jako je nutriéni merker TRP, ktery dovoluje selekeci
v hostitelském kmenu, nesoucim trpl mutaci. Vyhodné promotory
pro pou%iti pFi expresi vektord v kvasinkdch jsou promotory z
kvasinkovych glykolytickych geni (Hitzemen & spol., 1980, J.




Biol.Chem. 255:12073~12080; Albert a Kawasaki, 1982, J.Mol.
Appl.Genet. 1:419<434) nebo alkohol-dehydrogendzovych gent
(Young a spol., v Genetic Engineering of Microorganisms for
Chemicals, Hollaender = spol.vyd., str.335, Plenum, New York,
1982 a Ammerer, Meth.in Enzymology 101:192-201, 1983). K usnad-
néni ¥i¥téni angiogennich proteint produkovanych kvasinkovy-
ni transformanty a k ziskéni vlastni disulfidické vazebné
formace, mi%e byt signdlini sekvence, vyhodn&ji z kvasinko-
vého genu, kodujiciho secernovany protein, piipojena ke kodu~
Jici sekvenci pro angiogenni protein. Zv145td vyhodnou sig-
nélni sekvenci je pre-pro oblast MF A1 genu (Kurjen a
Herskowitz, 1982, Cell 30:933=943). '

Vy881 eukaryotické bunky mohou také slou?it jako hosti-
telské bunky p¥i uskutednovéni predloZeného vyndlezu. Kul=~
tury saviich bundk jsou vyhodné. Exprimované vektorypro po-
uZiti v sav&ich bunkdch budou obsshovat promotor schopny
¥izeni transkripce ciziho genu vlo%eného do savdi bunky. Jed~
nim z vyhodnych promotort je my31 metallothionein=-1 (MT-1)
(Palmiter a spol., 1983, ‘Seience 222:809-814), Signél pro po-
lyadenylaci je také obsaZen v exprimovanék vektoru, je loka-
lizovén po sméru od vloZeného mista. Polyadenyla&ni signédl
miZe byt takovy, ktery klonuje geny angiogenntiho proteinu,
nebo miZe byt odvozen od heterologniho genu., Jiné genové sek-
vence (nap¥. intronové sekvence) mohou byt vklddény a tak
zvy3ovéna exprese.

Klonované genové sekvence gpohou pak byt pouZity v kul-

tivovanfch savéich bunkéch zplsoby znémymi v oboru, napt.

transfekci za pomoci fosfdtu vépenatého (Wigler a spol., 1978,
'Cell 14:725; Coraro s Pearson, 1981, Somatic Cell Genetics 7:
603; Graham a Van der Eb, 1973, Virology 52:456). Tvori se
sreZenina DNA a fosfétu vépenatého a tato sraZenina se apli-
kuje na bunky. Nkteré bunky p¥ijmou DNA @ udrZuji ji v bun-
kéch n¥kolik dnf. Mald &ést tdchto bundk /obvykle 10 "4/ zagle-
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n{ DNA do genomu. Za Ulelem identifikace t&chto integrﬁntﬁ
jsou obvykle zavedeny do. bunky spolu se sledovanymi geny geny,
které podminuji rozd¥litelny fenotyp (selektugici marker).
Vyhodnymi rozliSujicimi markery jsou geny podmlnugici rezis~
tenci proti 1lékdm jako je neomycin, hygromycin & methotrexst.
RozliSitelné markery mohou byt zavedeny do bundk na separét-
nich plasmidech v tu samou dobu jako sledované geny nebo mo-
hou byt zavedeny na tomtéZ plasmidu. i

41skéni mno¥stvi integrované genové sekvence je moZné
amplifika¥ni metodou znémou v oboru, pouZivajici ur&itych
rozliditelnych markert (nap¥. dihydrofoldt-reduktézy, kteréd
podminuje rezistenci k metothrexédtu). RozliSitelny marker Je
zaveden do bunky spolu se sledovanym genem a je aplikovéna se-
l-ekce lékem. Koncentrace lédiva je zvySovéna stupnovit&. Se-
lekei pro rostouci mno%stvi kopii klonovanych sekvenc{ miZe
byt znateln¥ zvy3end hladina exprese.

Mutentni angiogenni proteiny produkované podle predlo~-
¥Yeného vynélezu mohou byt pouZity k produkci farmaceutickych
kompozie pro terapii a diegnostiku kombinac{ se vhodnymi nosiéi.
Tyto farmaceutlcké kompozice obsahuji y&inné angiogenni mno%-
stvi protelnu a jsou rovné&Z v rozsahu predloZeného vyndlezu.

- Takové farmaceutické kompozice mohou byt pouzity k povzbuze-
ni{ nebo ovlivn&ni vyvoje krevniho systému u saved jako jsou
kodky, psi' @ 1idé, napfiklad k indukei kolaterélniho ob&hu po
srdednim zdchvatu nebo jiné ischemické chorobé srdeéni. Pro
tento uZel je angiogenni protein podle predlofeného vynélezu po-
dévén parenterdlnd. Vyraz "parenterédlné”, ktery je zde pouZit
zahrnuje subkuténni, intravenozni, intramuskulérni nebo
intrasterndlni injek&ni nebo infuzni techniky. Z p#ijatelngch
vehikuli a rozpoustddel, které mohou byt pouzita, pat¥i napii-
kxlaed voda pro injekce, Ringerdv roztok a isotonicky roztok
chloridu sodného. V&ypickém provedeni je zvoleny protein roz-
pudtén ve vehikulu, typicky vodé& pro injekce & smisen do



do parenterdlnich p#ipravki za pouZiti znédmych farmaceutickych
postupd tak, Ze kaZ%déd ddvkov4 jednotka obsahuje “¥inné angio-
- genni mnofstvi proteinu. UZimmou ddvku je pot¥eba individuali-
zovat podle pofadovanych klinickych efektl, kterjch méd byt
dosaZieno.

K rozsifeni terapeutického spektra mohou byt tyto far-
maceutické kompozice podévény spolu 8 Jjinymi 1léditvy Jjako
jsou antagonisté beta-adrenoreceptort, nap¥iklad propranolol,
blokétory kandlkd vépniku nap¥iklaed nifedipin nebo jiné koro-
nérni vasodilatétory.

Proteiny podle predloZeného vyndlezu mohou byt teké po-
uzity k podpo¥eni pourazového hojeni, napfiklad p#i spojo-
véni nebo ;inych lokacich, obsahujicich m&kké tkén&. “aepri-
klad jestliZe dochézi &asto ke zran&nim menisku kolena nebo
ramen&: p¥i sportovnich zren&nich nebo p¥i osteoartritidé, je na-

tasované zavedeni terapeuticky uUdinného mnoZstvi angiogen-
niho proteinu vyhodnou lé&bou, vedouci k uzdraveni natrZené-
ho nebo traumatizovaného fibrocartilegového materidlu. ‘ro-
teiny podle piedloZeného vyndlezu mohou byt rovné%f zavedeny
topicky na zraniné misto. Pro topickou aplikaci jsou zvolené
proteiny podle ptedloZeného vynédlezu smichémy s dermatolo-
gicky p¥ijatelnym nosi¥em Jjako je petrolejovy rosol, talek

@ podobn¥ a voln¥ pak aplikovén na po3kozené misto. Techno-
| logie regiondlni mutageneze s rekombinaci DNA poskytuje vyni-
kajici metodu pro produkci mutantnich proteind podle p#¥edlo-
Zeného vyndlezu v mnoZstvi pot¥ebném pro jejich terapeutickou
aplikaci.

Je dobfe znémo, Ze angiogenin a RN4za A vykazuji podobnost
v aminokyselinovych sekvencich, trojrozm&rné strukture a ka-
pacit® 3t&peni RNA. Piesto neni RNédza angiogenni, nevyvoldvé
druhotnou messengerovou odpovéd v endotelovych bunkéch (Bick-
nell a Vallee, 1988, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85:5961~5965),
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@ nevykazuje selektivni 3t&peni rRNA v intaktnich ribozomech.
(St.Clair a spol., 1987, Proc.Natl.Acad.Sei.USA 84:8330-8334%
St.Clair a spol., 1988, Biochemistry 27: 7263-7268).Ponsvads
aktivity angiogeninu in vitro a in vivo se zPetelns odlisuj{ od
aktivity RNdzy, m&ly by byt i charakteristiky molekuly, kte-
ré uréuji zéklady tdchtoaaktivit také 0dlidné. K identifiw~
kaci takovych ryst byly enalyzovény v prirodé se vyskytuji-
ci variace sekvenci angiogeninu z ridznych druhd a°*byly po~
psény v p¥ikladu 1.. Oblasti angiogeninu, které jsou rozhodu-
jici pro tuto jedine&nou sktivitu i)byly uchovény v druzich
a ii) m&ly by byt o0dlisné od odpovidajicich oblasti RN&zy.
‘Yestli takové oblasti mohou byt identifikovdny v souladu s
prikladem T, jejich skutedndé iloha miZe byt vyzkoulena regio-
nélni mutagenezi jak je popséno v prikladu 2.

Podobné diagramy byly konstruovény srovnénim sekvenci
lidského angiogeninu s t&mito sekvencemi hov&zfho engiogeni-
nu (obr.la) a tymi¥ sekvencemi hovézi pankreatické RNdzy (obr.
1b). Rozdil mezi dvéma diagramy, 1a minus 1b, byl pak vypo-
¢itér za \delem porovnéni tdchto oblasti lidského angiogeni-
nu jak s vysoce shodnym hov¥zim angiogeninem tak s m&lo shod—
nou RNézou (obr.ic). Fodle t&chto analyz jeden segment je
mimo; je to segment umfstdny prfi zbytcich 16-19. Pon&vadz
analyza pouZila p&tizbytkové"okénko", jsou skute¥né obsafené
sminokyseliny Tyr-14 a% Arg-21. Ve trojrozmérné struktufe
tyto zbytky( s vyjimkou Tyr-14) by msly byt v prodlou¥ené
konformaci rozprostirajici se od aktivniho nista, vztaZeno na
srovnéni s RNézou (obr.9). “al3f ppozkouméni t&chto amino-
kyselinovjch sekvenci (obr.2a) potvrdilo, Ze Sest z osmi z2byt-
ki v této sekvenci je uchovéno do urdité miry v sekvencich
sav&iho angiogeninu. Yenom Jjeden z t&chto 8 zbytkﬁ; Asp-15,
je také pritomen v RNéze A. %atimco tyto sekvence jsou vyso-
ce zachovény v angiogeninech, odpovidajici sekvence V paren-
terédlni RNdze jsou velmi slab¥ zachovdny v druzich (obr.2a).
Ve skutelnosti, Hofman a spol., 1966, J.Amer.Chem.SOc.88:3633-
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3639, se ukézalo, Ze zbytky 15-20 nejsou kompletn® nezbyiné
pro aktivitu RNézy A.

Pezprostiedné zbytkim 14-21 engiogeninu piedchézi blok
aminokyselin His8 a% His13, ktery je uchovén ve &tyrech sav-
gich angiogeninech (obr.2a). Zbytky 8-13 formuji Zést K-heli-
xu, kterd zaliné na Ser-4 & mé stejnou strukturu jeko RNéza=-A.
:obr.9). Dva zbytky, His8 a Thri! nahrazuji sminokyseliny
uchovébané ve 39 saviich pankreatickych RN4zéch a kysely Glu9
RN4zy je nehrazen hydrofobnim leucinem, Proto tyto zbytky od
His8 do His13 také ukszuji moZné vyrazné rozdily od RNdzy A,
Proto, aby byla objasnéna funk&ni iloha této celé sekce angio-
geninu, zbytky 8 a% 21 byly zkoumény spolen& se zbytkem 22
(aby byla udrZena originélni vsédka proteinu) pomoci regio-
nédlni mutegeneze,

Reglonélni nutageneze se 1i3{ od mistné Yizené nmutage-
neze v tom, %e segmenty nebo oblasti aminokyselin jsou nahra-
zeny vice ne¥ jednim zbytkem. Toto umo¥nuje testovéni mnoho-
nésobnych zbytkd jednotlivé a také . govoluge prisp&t ke zkou-
mén{ sekunddrni struktury. Protoﬁe/podobnost prostorové struk-
tury mezi angiogeninem a RNézou,p’i vymén& oblasti z jednoho
proteinu do druhého, mi%e bft celkové konformace zachovéna.

- B%innost tohoto pribliZeni byla demonstrovéna diive, kdy by-

1y zbytku 58~70 angiogeninu nahrazeny RNézovjmi A zbytky
59-73 (Harper @ Vallee, 1989, Biochemistry 28: 1875-1884).
jslednj mutantn{ hybridni protein, oznadeny ARH-I, sloZeny
do pfesné Konformace, formuje nejen 3 disulfidické vazby nale-
zené v angiogeninu, sle i &ty¥i disulfidické vyzby z RNéazy A.
Tek N-termin&lni oblast angiogeninu mi%e také byt p¥istupns
pfemisténi za zachovédni celkové konformace, g4ste¥né ve svitle
skute¥nosti, %e peptid Ang(1-21), obsahujici eminokyselinovép
zbytky 1=-21 angiogeninu, mi%e byt takovy, Ze netvo¥i kova~
lentn{ vaezbu na peptid RNézy (21-124), obsahujici aminokyse-
linové zbytky 21-124 RNézy s mikromoldrni disocialni konstan=-
tou, rekonstituujici 50 % anzymatické aktivity RN&zy ﬁ (Har-
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per a spol., 1988, Biochemistry .27: 219-226), To. demonstruje,
Ye zde je strukturni podobnost mezi dv&ma proteiny v této
oblasti. Amino-koncové oblast RNdzy A byla subjekten usilov-
nych krystalografickych a chemickych studii{ ndlezité dlou-

ho zpracovévéna systémem S-peptid/S-protein. Termin S-peptid
se vztahuje k peptidu RNézy, obsahujicimu zbytky 1-20, z{ska-
nému limitovanou proteolyzou RNézy A. Zbytek molekuly, obsahu-
jici zbytky 21-124, je oznalen Jjako S-protein (Richard a Vithay-
athil, 1959, J.Bio.Chem. 234:162-166). Obr.9 predstavuje dis-
grem RNdzy A s vyznalenymi pozicemi zékladnich aktivnich
mist zbytkt His-12, Lys-41 a His-119. Také jsou zvyraznény
Lys-7 a Ser-21. Jak ukazuje obr.9, zbytky 3-13 RNézy A formu-
Je d\-helix, kterd je ohranifena rozvirajicim mistem a obsa-
huje katalyticky His12 a substrét vézajici Gln-11 2bytky;
Helix se véZe nekovalentné na S—proteinovou %4st molekuly se
submikromoldrnf disociadni konstsntou (Richards a Wyckoff, 1971,
Enzymes (3.vyd.) 4:647-806 a v ném uvedené odkazy). Bbytky
15-23 se pak rozprostiraji ven z molekuly pryé od sktivnich
nist a vytvérejl spojeni se druhou A -helix, Mnohjm z téchto
zbytkd byle prid&lena specifickéa funkce (shrnuto Richardsem

a Wyckoffem, 1971, supré; Richards s Wyckoff, 1973, Atlas of
Mplecular Structures in Biology (Phillips,DsC. @& Richerds,
F.M,.,Eds.)Vol.1, Oxford University Press, Londyn; Blackburn a
Moore, 1982, Enzymes (3.vyd.)15:317-433; Wlodawer a spol., J.
Biol.Chem.257:1325-1335), zahrnujfci Glu-2 (vyzby vodikové ved-
lejdiho Petdzce (H-vazby) k Arg-10), Phe-8(hydrofobni inter-
akce s proteinem jédra), Arg-10 (H-vazby vedlejSiho Fet&zce ke
Glu-2), Gln-11 (H-vazby vedlej3iho Yetdzce k fosfédtovému sub-
strétu; retSzec karbonyl H-vazeb k Asn-44), His-12 (vedlej-

5{ pet¥zec zahrnuty v katal¥ze; H-vazby ke karbonylu Thr-43),
ligt-13 ( (hydrofobni interakce s proteinem jédra) a Asp-14
(vedlej31i Fet¥zec H-vazeb k Tyr-25 a/nebo Arg-33). DileZi-
tost té&chto zbytkd se odrazi v.tom, Ze s vyjimkou Met-13 jsou
viechny uchovény v pankreatické RNéze ze 39 sav&ich druhd (Be-
intema @& spol., 1986, Mo.Biol.Ewol. 3:262-275). Oproti tomu
%4dny ze zbytkd 15 - 23 neni uchovén mezi t&mito rozdilnymi
 RNézami a, jak bylo uvedeno vy3e, zbytky 15-20 nejsou celkové
podstatné.



-18-

goncové smino-oblast angiogeninu, ve srovnéni s vySe

uvedeﬁfﬁ?\ ak usilovn& studovéna. Nakonec byly eminokyseli-
nové sekvendai anylyzy angiogeninu z n&kolika druhd zkomple-
tovény. Sekvence N-koncové oblasti angiogeninu jsou znédzor-
nény na obr 2a; zbytky, uchované ve &tyfech rlznych druzich jsou
zarémovény. Sekvenéni analyzy angiogeninu z téchto rozdil- )
" nych druhd odhalily, %e 16 z prvnich 21 zbytkd angiogeninu jsou
konstantnf & 12 ze 16 se 1i31 od jejich odpovidajicich zbyt-
k3 v RNdze A. N&kolik aminokyseling, které jsou uchovény ve
v3ech pankreatickych RNézédch, je pFemisténo do angiogeninu;
jesou to Glu-2, Ale-5-Lys-7 a Arg-10. Vzta¥eno na srovnéni se
strukturou RNdzy A, zbytky 4-14 angiogeninu by mély fomovat

O\ -helix s vedlej&imi Fetdzci Gln-12 a His-13 vedenymi do
aktivnich mist 3tépeni. Zbytky 15 aZ 24 mohou byt nataZeny
v relativné neusporddané konfiguraci smérem k "zadni strang”
molekuly, pifed n&kolika Petézci /b -listu, pro spojeni s
druhou <4 -helix. Oblast vybrané pro mutaci podle piedloZe-
ného vynédlezu zshrnuje zbytky 8-22 angiogeninu a odpovidéd sek-
~ venci RNézy. Rozpdti zbythd Lys-7 af Ser-21 je zvyraznino na
obr.9. Konstrukce DNA kodujici sekvence pro tento genovycm in-
fenyrstvim sestrojeny hybrédni protein, oznafeny ARH-III, je
popséna v prikladu 2. Kodujici sekvence pro ARH-III je -
exprimovéna ‘v E.coli hostitelskych bunkéch a ARH-III protein
byl &i¥t&n jak je popséno v p¥ikladu 3. Xodujici sekvence pro
'ARH-III mi%e byt také exprimovéna v jingch neZ bakteridlnich
hostitelskych bunkdch, jako jsou kvasinky nebo savdi bunky,
Jjak je popséno vySe. Aminokyselinové analyza a enalyza tryp-
ticky¥ch peptidd (pfiklad 4) vy&i¥téného ARH-III proteinu z
E.coli expresniho systému byla v souladu s uspé&3nou néhradou
zbytkd 8-22 Qngiogeninu zbytky T7-21 RNézy A, stejné& jako

s premistdnim Met-(-1) 2z proteinu exprimovaného v E.coli.

Regionélni mutace mé ﬁalj vliv na aktivitu hybridniho
proteinu ARH-III smérem k v&t3in& RNA substrétd jak je popsé-
no v p*ikladu 5. P¥i pH 6,8 ARH-III $t¥pi tRNA stejn& rychle




jako angiogenin (obr.5a), adkoliv je zde nevelky posun v op-
timu pH (obr.5b). Rychlosti 3t&peni izolovanych 18S a 28S

rRNA jakoZ i dinukleotidovych RNA substrétd (ziskanjch ed
Sigma Chemical Co nebo Calbiochem-Behring) cytidylyl-/3°-57)-
adenosinu (CpA), cytidylyl-(3°-5°)guanosinu (CpG), uridylyl-
(3°-5")adencsinu (UpA) a uridylyl-(3°-5°)guanosinu (UpG) (Ta-
bulka II) jsou také v podstaté stejné jako pro angiogenin.

V souladu s tim u nshrazované oblasti nevy3lo najévo, Z%e by
hréla vyznamnou roli v této aktivit& angiogeninu. Navic

tyto vysledky naznaduji, Ze relativni rozdily v dinukleoti-
dovém vybéru, které existuji mezi RNdzou a angiogeninem (Sha-
piro a spol., 1988, Anal.Biochem. 175:450-461% Harper a Vallee,
1989, Biochemistry 28: 1875-1884) nepochdzeji z interkace subst-
réatu a enzymu s nékterymi z té&chto zbytkl. Nedostatedny efekt
v obecnych RNézovych aktivitéch nevyluduje dlohu pro ribo-
nakleolytické 3t8peni v akci angiogenniho mechanismu, ale
dostateéné naznaluje, Ze takové 3tépeni by mélo obséhnout
specificky substrét.

Naproti tomu, jak je popséno v prikladu 6, regiondlni
nutace mély vyznamny vliv na aktivity ARH-III v inhibici pro-
teinové syntézy a angiogenezi a také ve druhé messenger-zkdﬁﬁ-'
ce. ARH-III byla pribliZn& 30krét méné aktivni neZ angiogenin
v inhibici syrntézy volnych proteind z bundk ne% angiogenin, Gdin-
ky byly pozorovény ¥aj p¥i inkorporaci 35S-methiongnu do
celého proteinu (tabulka III) tak v generovéni specifickych
rRNA St&pnych produktd z intektnich ribozomd (obr.6). V CAM
angiogenezni zkou3ce, jak je popsédna v pifikladu 8, byl ARH-III
neolekdvané vice Uéinn¥ neZ angiogenin desetkrdt(obr.7). ARH=-
IIT doséhl plné aktivity pi#i 0,1 ng per egg tam, kde angio-
genin vyZadoval obvykle 1 ng (obr.7). Stejné vysledky byly
pozorovény ve druhé messengerové zkouSce s endotelovymi bum—
kami-Dévka odpovidajici k¥ivce pro ARH-III indukujici uvoln¥-
ni discylglycerolu nebo sekreci prostacyklind byla sni¥ena
10 aZ 100krédt v porovnédni s angiogeninem. Nedostate&néd shoda
mezi efektem regiondlni mutace na angiogenezi (10x zvy3uje
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schopnost) a na inhibici syntézy proteind (30x sniZuje
schopnost) naznafuje, Ze tyto dvé aktivity nejsou spojeny.
Tyto dvé aktivity mohou reprezentovat samostatné, nezdvislé ,
funkce molekuly angiogeninu. Obrécen&, shoda mezi u&inkem regio-
nélni{ mutace na angiogenezi a na druhou messengerovou akti-
vitu indikuje, %Ze tyto dv& ektivity angiogeninu mohou souvi=-
set. Pro tyto dvé aktivity (angiogenni a druhou-messengero-
vou) ddvka odpovidé kiivce pro ARH-III pii koncentracich 10-
aZ 100krdt ni%dich ve srovnédni s angiogeninem. ?ato data pod-
poruji hypotézu, %e spojeni mezi t&mito dvéme aktivitami miZe
byt obsa%eno v aktivaci domn&lého receptoru angiogeninu.

" Jak je popséno v prikladu 8, ARH~III vykazuje o jeden Iéd
vy381 vézaci schopnost k PRI ve srovnéni s angiogeninem. PRI df
t¥snd vazebny inhibitor angiogeninu a RNdzy. Tento 50 kDa
protein se védZfe na angiogenin s Ki 0,7 £M (Lee & spol.,
1989b, Biochemistry 28: 225-230), Interskce minimdlné& obséhne
aktivni mista a zrudi oblast okolo Trp-89 (Lee a spol.,
1989a, Biochemistry 28: 219-224, Lee a Vallee, 1989a, Bioche-
mistry 28:3556-3561). Interakce PRI s RNézou, kterd je 60krat
slab31 ne¥ s angiogeninem (Lee & spol., 1989b, Biochem.Biophys.
Res.Commun. 161:121-126), je uvédéna, Ze probihé pouze na
S-proteinové &4sti molekuly, s nevyznamnym pFispé&nim ze zbyt-
kd 1-20 (Blackburn a Jailkhani, 1979, J.Biol.Chem. 254:12488-
12493). Je proto pfekvapujici, %e regionédlni mutace angioge-
ninovych zbytkd 8-22, v souladu s predlofenym vynélezem, aktudl=-
n¥ zvy3uje afinitu ARH-III k PRI jak je uvedeno v tabulce V.
Rychlost asociace je vice neZ dvojnésobnéd a disocialni rych-
lost byla sniZena a% k mezi detekce, tj. nejménd &tyrikrét.

Ki je tedy nejmén¥ ¥4dov& ni¥${ ne% pro angiogenin. fato zm¥-
na je neodekdvanéd z hlediska zvySeni angiogenni aktivity a
aktivity bun®&né odezvy ARH-III pii ni%Z8{ koncentraci.

V predklédaném vynédlezu zgbyvajicim se vyzkumem mutage-
neze, vyvstévé otédzka, jak sprdvné sloZit mutantni protein.
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Dikazy pro nezkreslené konformace pro ARH-III regibnélni
mutant jsou t¥i: 1) viechny t¥i disulfidické vazby jsou sprév-
n& vytvoreny, co% vyéadﬁje pfesné zairazeni Jesti cysteino~-
vyeh zbytkd z rdzné lokalizace do sekvence, 2) rychlosti hyd-
rolyzy &ty?® dinukleotidl & jinych RNA substrétd jsou nezménd-
ny regionélni mutaci co% znamend, Ze pozice rdznych zbytky
¥{zen¥ zapojenych do roz3t¥pené fosfordiesterové vazby,
nebyly poruSeny, a 3) ARH-III se extrémn& t¥snd vé¥e na PRI,
tato interakce znovu pot¥ebuje piesné rozmisténf multipliko-~
vanych zbytkl, které jsou zapojeny do vazby & nizké hodnota
K. 7 x 10717 M) Jje neslu¥itelnd s jakoukoliv velkou zménou.
v konformsci.

Vysledky popsané v pfikladech, které nédsleduji, ukazuji,
Ze charakteristické aktivity angiogenindRNézového hybridniho
proteinu ARH-III podle predloZeného vyndlezu byly vyrazné
ovlivnény regiondlni mutagenezi, kteréd je zde popséna. Vyns-
lez je ilustrovén nésledujicimi pFiklady, které jsou mindny
Jako pribliZeni vynélezu @ v Z4dném pripad& nikterak neomezu-
Jji rozssah p¥edloZeného vynélezu.

Pfikladz,proﬁedeni‘Vynélezu

P¥{klad 1
Selekce oblasti pro mutagenezi

Podobné diagramy byly vypodteny pro poskytnutf kventi-
tativniho srovndni sekvenci lidského angiogeninu se sek-
vencemi hov&ziho angiogeninu (obr.1A) a RNdzy A (obr.ib).
Disgramy ukazuji{ procentudlni shodu mezi dvéma proteiny s po-
hyblivym pé&tizbytkovym okénkem umisténym p¥i zbytku lidského
angiogeninu. Toto bylo dosaZeno pouZitim politalového progra-
mu se svolenim dr.D.J.Strydoma, Harvard Medical School. Aby
se usnadnilo sefazeni sekvenci, byl deletovédn N-koncovy ala-
nin hovéziho angiogeninu jako i RNédzové zbytky Asn-24, Arg-39,
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Gln-69, Thr-70, Pro-114 a Tyr-115 ( &{slovéni RNézy 4). Pro-
toZe hodnoty byly odhedovény nad 5 zbytkd, zdﬁraziuji/fsgfx-
nélni trendy spide, ne? podobnosti/rozdily v jednotlivych
mistech. '

Prvni gref srovnévé sekvence lidského sngiogeninu se
sekvencemi hov&ziho angiogeninu (Obr.l1a). Ve vEt3in& pripadd
byla shoda 60 % nebo v&t3i v swhlase s celkovou shodou 64 %
(Mass a spol., 1988, FEBS Lett., 241: 41-45; Bond a Strydom,
1989, Biochemistry 28: 6110-6113). Yeni prekvapujici, Ze
oblasti okolo t¥{i zédsadnich katalytickych zbytkd angiogeni-
nu, His-13, Lys-40 a His-114, byly mezi proteiny velmi po-
dobné; fakticky se vyskytuji t#i nejdeldi segmenty 80% nebo
vy3$31 shody na pozicich 7-19, 37-48 a 106-114. P&t rozdil-
nych oblasti vykazuje 100% shodu @ nejdelSi z nich je segment
z pozic 10-16.

Obr.1b porovnédvé lidsky angiogenin s RNézou. Stupen
podobnosti byl o mnoho ni%31 nei uvedeny vy3e, sestdval se ze
33 % podobnosti celého Fetdzce. V tomto pripad® to je skutel-
né rozdilnost mezi témito dvéme sekvencemi, m které je nejza-
jimavé j8i, protoZe mohou tvoiit zékled pro rozdiln# biologic=
ké dlohy proteind. Krétké oblasti nejmen3i podobnosti (0 %
shody) se vyskytuji na pozicich 4-6, 50-52, 64-65 a 100-102,
nejdeldi oblast je 18-22¢ '

Obr.lc ukazuje rozdil mezi dv¥me pFedchézejicimi obréz-
xy,ofedité hodnoty z obr.lb od odpovidajicich hodnot z obr.
1a. Vysoké hodnoty z obr.lc indikujf oblasti lidského angio-
geninu jak s vysokou shodou s hovézim angiogeninem tak s nizkou
shodou s RN4zou. Tyto oblasti nejpravd&podobndji obsahuji
unikétni Ylohu pro angiogenin. Jenom Zty¥i samostatnéd okénka
dosahuji 80% rozdil ve shod® & t¥i z nich se vyskytuji
v t&sné blizkosti poloh 16, 18 a 19, *yto krétké segmenty tak
stoji mimo jako gejuchovan&jdf v angiogeninech a jako nejroz-
d11n¥j3i k RNé4ze. Zbytky obsaZené v tomto segmentu ve dvou
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koncovych okénkéch, jsou Tyr-14 a% Arg-21.

Obrézek 2a predstavuje N-termindlni sekvenci RN-ézy A a
lidského angiogeninu. Zbytky v RNdze A zachovévané v pankrea-
tické RNdze ze 39 saviich druhd (Beintema a spol., 1986,Mol.
Biol.Evo. 3: 262<275) jsou oznadeny hv&zdi&kou. Orémované
zbytky angiogeninu jsou zachované v lidském hov&zim (Bond &
‘Strydom, 1989, Biochemistry 28: 6110-6113; Maes a spol.,1988,
FEBS Lett. 241:41-45),vepfovych proteinech a proteinechiknﬂiﬁ
kf. <4Q je pyroglmtamové kyselina. Obr.2a ukazuje, Ze bez-
prost¥ednd piedchédzejici zbytkim 14-21 angiogeninu je blok
sminokyselin od His-8 do His-13,}ktery je uchovén ve &tyrfech
sav&ich angiogeninech, tyto zbytky formuji &ést {N-helixu
zadinajici na Ser-4,pfedpoklédéme~-li stejnou strukturu jeko
m4 RNdza, jak je uvedena na obr.9. Dva zbytky His-8 a Thr-11,
nahrazuji aminokyseliny uchované ve 39 saviich pankreatickych
RNézéch a kyseling Glu-9 RN&zy Jje nahrazena leucinem. Proto
tyto zbytky také ukazujf mozné signifikantni rozdily od RNézy 'A.
V souladu s tim, aby byla objasn¥na celd sekce angiogeninu,
byly zbytky 8 a% 21 zkoumény spolu se zbytkem 22 (s cilem
‘udrZeni &isté vsddky proteinu) pomoci prost¥edkd regiondlni
mutageneze.

P¥{iklad 2
Konstrukce ARH-III kodujici sekvence

Celd sekce angiogeninu vybrand pro mutagenezi podle p¥i-
kladu 1 se rozklédd od His-8 do Asp-22. Tyto zbytky byly
nahrazeny zbytky 7-21 RNézy A (obr.2a). Kodujici DNA sekvence
pro tento hybridnf protein, ozhaleny ARH-III (obr.2a,b) byla
zkonstruovédna, jak ukazuje obr.3, nésledovné. Fragmenty A a
C byly generovény 3t&penim pAng2 DNA (13 ,ug) bud Xhol a
EcoRI nebo Pvul & EcoRI s nésledujicim $i3tdnim elektroforé-
zou ve 3% gelu zer pouZziti NuSieve GTG agarozy S nizkym bodem
ténf (ziskené od FMC BioProducts). DNA z expresniho plasmidu




pAng2 byla ziskédna jak je popséno Shapirem a spol., 1988,
Anal.Biochem.175:450-461 @ v US patentové pPihlédSce &.. 305968,
které jsou zde citovény jako odkezy. Flasmid pAng2 obsahuje
modifikovany Trp promotor @& ampifdilikovy merker pro selekei.
Fragment A (2928 bp), obsahujicihcely nekodujici region plas-
midu @ kodujici oblast pro Met-(-1) a% do Asn-3, fragment

C se sestévéd z kodujici oblasti od Arg-24 do Pro-123 a dvou
stop kodont. ‘ragmenty A & C bylypsk spojeny s fragmenten B,
syntetickym a dvoj¥et&zcovym oligonukleotidem, kodujicim
zbytky 4-7 sngiogeninu, 7-21 RNdzy a 23 angiogeninu jak je
znézorndno na obr.2b. Konce syntetického dvoutretdzcového
oligonukleotidu jsou kompatibilni pro ligaci s misty roz3té-
penymi restrikdnimi enzymy XhoI @ Pvul. Tento synteticky dvoj-
Yet&zcovy oligonukleotid byl ziskén z Biopolymer Laboratory,Dept.
of Biologicaf Chemistry and Molecular Pharmacology, Harvard “e-~
dical School. Xa¥dy ret¥zec byl syntetizovédn souhlasnd s
konvenénimi metodami vyuiivajicimi(1-kyanoethylfosforamidito-
vou automatizovanou syntézu za uZiti Milligen Byntetizéru
(Matteucci a Caruthers, 1981, J.Amer.Chem.Soc. 103: 3185~

3191; Beaucage a faruthers, 1981, Tet.Letters 22: 1859-1862).
Duplex byl ziskén pripojenim 5° fosforylovanych komplemenqgér-
nich oligomerd jak popisuje Harper a lallee, 1989, Bioche-
mistry 28:1875-1884. Nejusp&sn&jsi spojovaci reakce pouZila

24, 150 a 100 pmol fregmentd A,B a C & 6 jednotek T4 DNA 1li-
gézy v 60 /ul objemu; findlni agarbzové koncentrace byla 1,4 %.
Bunky kmene E.coli W3110 byly pak transformovény za pou¥iti
Cavlz postupu (Maniatis a spol., 1982, Molecular Cloning: A
Laboratory Mannual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York)s plasmidy byly detegovény rezistenci k am-
picilinu.

Yak mapovéni restrik®nimi enzymy (HaeIII nebo EcoRI a
Kpnl) tak nukleotidovd sekvenlni analyza byly pouZity pro
zjist&ni tohoto nového genetickym inZenyrstvim vyrobeného
plasmidu, oznadeného pARH-III, obsshujiciho sprévnou kodujici
sekvenci. Sekvenovéni DNA bylo provedeno se soupravou Sequenase
(U.S.Biochemical Corp.) se /35S/~deoxyadenosin-5'-(Ci ~thio)~

™
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trifosfétem. Pro sekvenovéni byl KpnI-EcoRI fragment, obsa-
hujici kodujicijdblast‘izolovén @ klonovén do Mi3mpi18 za po-
uziti{ bé&Znych metod. Nukleotidovd sekvence, odpovidajici prv-
nim 60 sminokyseliném proteinu byla piedpoklédéna pro hybridni
protein.Plasmid pARH-III byl deponovén v American Type Cultu-
re Collection (A.T.C.C.) pod &islem 68188. '

P¥iklad 3
Exprese a &i3téni sangiogeninu a ARH-III °
A.Angiogenin

Exprese v bakteridlnich bunkéch a &i%t¥ni angiogeninu
ve velkém mdfitku byly provedeny jak je detailn& popséno Shapi-
rem & spol., 1988, Anal.Biochem., 175_450-461. Bunky E.coli
W3110, obsahujici pAng2 byly kultivovény v dopln&ném MO me-
diu a psk indukovény piidavkem kyseliny indol-3-akrylové. Bunky
pak byly odd¥leny odstiedénim, suspendovény v lysozymu, NaCl,
EDTA roztoku po 45 minut a pak zpracovény ultrazvukem. New
rozpustny angiogenin byi ziskén odstPeddnim, rozpudtén ve
guanidin.HCl a 2-merkaptoethanolu a pak p¥eveden rozpudténim
do Tris~NaCl pufru. Po zahu$téni ve tlakové filtradni jed-
notce Amicon (Danvers, MA 01923), byl angiogenin &i¥tén nésledu—
jic{ aplikaci na HPLC kolony s Mono S & C18 reverzni fézi.
Ngvic byl angiogenin ziskdn z genetickym inZenyrstvim zpracova-
nyech bundk ledvin mladych kifekd (BHK) jak je detailn& po-
psédno Kurachim a spol., 1988, Biochemistry 27: 6557-62,
Iransfektované bunky se kultivujf pri 37 °C v DME mediu, obsahu-
jicim 80 Mt ZnSO4 a2 /uM CdSO4, které bylo m&n&no ve 2-3
dennich intervalech. Angiogenin byl pak ¢&isté&n od media
postupnou chromatografii na kolonéch iontovym&nné CM-celulo-
zy & Mono S. Yokud neni uvedeno jinak, angiogenin pouZity v
nésledujicich prikladech byl ziskén z bun®k BHK jak je uvedeno.
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B, ARH-III

Hladiny expresi 9 individuélnich kolonii E.coli W3110
transformovanych pARH-III jak je popséno v p¥ikladu 2,
byly odhednuty imunoblottingem za poufiti efinitn& &idté&-
ného anti-sngiogeninu jek je popséno Shepirem a spol., 1988,
supra. Bunky, vykazujici nejvy331 hlaedinu exprese (=10 mg/1)
byly selektovény pro ARH-III expresi. ’

Vyraznéd exprese a &iSté&ni bylo provedeno jak je popséno
d¥fve pro angiogenin Shapirem a spol., 1988 supra. Hybridni
ARH-III protein byl tak exprimovén v E.coli W3110, ziskén @
gi%tdn zae pouziti Mono S kationtové vymEny a C18 (oktadecyl-

silan) reverzni fézové HPLC jak je popséno Shapirem a spol.,
1988, supra. SEP-PAK C18 népln& byly od Milipore Corp.
(Bedford, MA 01730). ARH-III hybridni protein byl eluovén drive
ne¥ angiogenin na kolon#& Mono S (8 minut rozdilu v retenini
dob&, 50 minutovy gradient z 0,15 na 0,55 M NaCl v 10 mM%ris,
pH 8,0). Eluuje se jako ostry, symetricky pik na C18 koloné&
s malym hrbem, zehrnujicim 5 % celkové plochy. St¥edni frakce
hlavniho piku byly spojeny & dialyzovény a SDS~-PAGE analyza
prokézala jediny kompaktni pruh p¥i M, ~ 14,500, Celkovy vy~
t&¥ek byl 0,4 mg/l kultury. o

“pytek Met-(-1) Bybridniho prdteinu ARH-III, exprimované-
ho v E.coli (9 /uM) byl enzymaticky odstran¥n Aeromonas smino-
peptiddzou jak je popséno Shapirem @ spol., 1988, supra, za
podminek vhodnych pro sponténni cyklizaci dal3iho zbytku,
Gln-1, na pyroglutamovou kyselinu. P’rotein byl pak &¢iSté&n HPLC
s reverzni fézi jsk je uvedeno vySe a frakce piku byly spo-
jeny a dialyzovény proti vod&.

A%koliv jakykoliv p¥irodni (nemutovany) nebo mutantni
(mutovany) angiogenin exprimoveny v E.coli za pouZiti pAng2
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obsshuje Met-(~1) ¥ amino-koncﬂnebyla dosud pro tento zbytek
nalezena U¥innd enzymetické nebo angiogenn{ aktivita., Nicmé-
n&, vzhledem k jeho blizkosti k premfst¥né oblasti v ARH-III,
byl N-terminélni Met-(-1)zbytek odstrandn jak je popséno vy-
8e k zaji3tdni toho, Ze vazba & orientace nové oblasti bude
pribli%n& takové, Jjak je to v angiogeninu, jak je to jen
mo¥né. Aminokyselinov¥é slofenf a peptidové megpovéni naznalu-
j1, %e odstran¥ni Met-(-1) v ARH-III bylo v&t3f ne: 95 % jak
Jje popséno v prikladu 4 déle, .

Priklad 4
‘Strukturni charékteristika ARH-IIT

Aminokyselinovéd analyza byla provedena jak je popséno
dfive (Strydom a spol., 1985, Biochemistry 24: 5486-5494) za
pouziti derivatizadni metody Picotag a HPLC systému Waters
Associates (Milford, MA 01757). Digesce trypsinem byla pro-
vedens inkubaci 4,1 nmol ARH-III s 95 pmol HPLC &i3ténym trypsi-
nem v 730 /ul 20 M Tris, 0,35 M NaCl, pH 8,0 po dobu 24 ho-
din p¥i 37 °C. Peptidy byly odd&leny HPIC s reverzni fézi jak
je popséno Shepirem @& spol., 1988 supra, & identifikovény
eludni polohou a sloZenim aminokyselin. Byla pouZita Altex
ultrasférovd IP C18 kolona s linedrnim gradientem 0-50 %
rozpoudtédla B (3:2:2, 2-prdpanol-écetonitril:0.08% vodné
trifluoroctovéd kyselina (TFA) v rozpoudtédle A (0,1% TFA) bé&-
hem 140 minut. Pritokové rychlost kolony byla 0,8 ml/minuta.

SDS-PAGE byla provedena na 15% polyskryamidovych gelech
s 5% vrstvenych gell jak je popséno Ldemmlim, 1970, Nature
227: 680-685, Proteiny byly vizualizovdny za pouZiti rychlé
vyvolévaci soupravy obsahujici stiibro od ICN Immunobiologi-
cals (Lisle, IL,60532). ‘

Aminokyselinové sloZeni ARH-III jek je uvedeno v tabul=~-
ce I obsahovala Usp&3né nahrazeni zbytkd 8-22 angiogeninu



zbytky 7-21 RNézy, jekoZ i uUsp¥3né odstirendni Met-(-1).
Vysledky tryptického 3tépeni ARH-IIT také podporuji usp&3¥né.
nahrazenf zbytkd 8-22 jak je uvedeno v tabulce I @ na obr.4.
4 jména obr.4 predstavuje HPIC eludni profil tryptickych
peptidd ARH-III. Jednotlivé peptidy tbyly identifikovény sloZen
nim sminokyselin popsanym pro celou sekvenci. Oznaleni peptiad
pro sngiogenin je od Strydoma a spol., 1985, Biochemistry 24:
5486-5494, N-termindlni sekvence angiogeninu a ARH-III jsou
uvedeny na obr.4; dvojhrotové 3ipke ukazuje peptidy genero-
vané tryptickym 3t¥penim. Celé trojcystinové spojené pepti-
dové péry, T-9B, T-10 a T-11, byly odstran&ny, v souladu s
vlastnim prevedenim a oxidaci proteinu. Peptidy T-1, -2,

-3a, -3b, -4, -5, -6, -8 & disulfidické spojeni T-10 a T-11
m&ly sloZeni a elu¥ni polohu v podstaté stejné jak bylo po-
zorovéno .pro lidsky angiogenin (Strydom & spol., supra; Sha-
piro a spol., 1988, supra). Amino-koncovy peptid T-1 byl
ziskén ve vytdiku >95 % , co% op&t indikuje nezbytné uplné
odstrandni Met-(-1).

Jak se oXekdvalo, jediny rozdil mezi ARH-III a angio-
geninem se vyskytuje na peptidech T-7 @ T-9°, V jejich
mistech ddvé hybrid ARH-III vznik dvou novjch'tripeptidﬁ
(ozna¥enych T-7a a T-7b) = rozélfuge formu T-9 (oznaéenou
T-9bf jak je uvedeno na obr.4. T-Ta se eluuje se ti¥emi jiny-
mi peptidy ve dvou nebo vice mirné& rozd&lenych picich pfi
44 9745 minutéch; byly identifikovény sloZenim aminokyselin. °
Peptld ?-7b (tabulka 1) eluunje jako jednotlivy pik p¥i 56
mlnutéch, jak je z¥ejmé z obrézku 4. Nehydrolyzoveny hexapeptid
tvotici T-Tab byl také ziskén (obr.4, tabulka I). T-9b;
ktery je disulfidicky pFipojen k T=9", tvori dvojity peptid
oznafeny T-9b, byl detegovén ve dvou forméch. Prvni, spojeny
peptid T-9b byl eluovén v podstatd Zisté form& v piku po 111
minutéch (obr.4, tabulka I). Druky velky pik p¥i 109 minu-
téch obsehuje smés T-8, T-9b & 1 aZ 2 Arg zbytky. Toto Je
ve shod& s neiplnych rozdtdpenim T-13 (Arg-Arg dipeptid)
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2z karboxylového konce T-9b°, a koeluci T-9b -13/T-9" dvo-
jitého peptidu s T-B. ‘

‘abulka I

Aminokyselinové sloZeni ARH-III a jeho tryptickych peptids®

Angiogenin ARH-III T-7b T-T7ab T-9b
Asp 15 14,0 (14) 0,14 | 2,19 (2)
Glu 10 9,9 (10) 1,00 (1) 0,98 (1) 2,95 (3)
Ser 9 12,6 (13) 0,12 6,56 (7)
Gly 8 7,5 (7) 0,12 0,52

His 6 4,9 (5) 1,11 (1)
Arg 13 13,3 (13) 1,00 (1) 1,03 (1) 2,17 (2)
Thr 7 7,3 (7) 1,00 (1) 2,87 (3)
Ala 5 6,1 (6) - 1,87 (2)
Pro 8 7,5 (1) 0,18
Tyr 4 2,7 (3) 0,95 (1) 0,86 (1)
Val 5 4,0 (5) 10,94 (1)
Met 1 2,0 (2) - 1,81 (2)
Ile 7 6,5 (7) - 1,03 (1)
Leu 6 5,3 (5)° 0,1 - 0,15
Phe 5 4,9 (5) 0,90 (1) 0,90 (1) 0,98 (1)
Lys 7 T,0 (7) ‘ - 1,04 (1) 1,23 (1)
Cys 6 6 (6) ‘ 2 (2)
pmol " 520 450 170

®Hodnoty jsou uvedeny jako zbytky/mol; mno%stvi men3i ne¥

0,1 zbytek/mol nejsou uvedena. fo&ty zbytkd pFedpoklédanych
pro ARH-III sekvenci jsou uvedeny v zdvorkédch. SloZeni tryp-
tického peptidu je ze 200 /ul-jednotlivé kolonové frakce; pmol
peptidu na 209 /ul je uvedeno dole., ARH-III Cys vysledky jsou
v souladu s koeluci disulfidickych spojenych peptidd po tryp-
tickém Sté&peni.
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‘P¥{klad 5
‘Enzymatické42kou§ka a aktivita
A. Enzymatickd zkoudka

Axtivita vi¥i kvasinkové tRNA (ziskané od Calbiochem)
byla stanovena za pouziti sré%eci zkoudky (Shapiro a spol.,
1987, Proc.Natl.Acaed.Sci. USA 84: 2238-2241) s angiogeninem

nebo ARH-III v koncetracich 18 aZ 430 nM. Obrézkk 5a zné-
zornuje aktivitu angiogeninu a ARH-III m&¥enou vidi kvasin-
kové tRNA. Zkoudka m&i{ vznik kyselych rozpustnych fragmen-
td b&hem 2 hodin p¥i pH 6,8 a 37 . Zkxoudky pro pH profily
byly provedeny za pouZiti nédsledujicich pufrd s hodnotami
pH p#i 37 °C: 2-(N-morfolino)ethansulfonovs kyselina (Mes),
pH 5,4, 5,8, 6,3; N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N‘=2 ‘~ethan-
sulfonové kyselina (Hepes) pH 6,2, 6,8, 7,3, 7,8; tris(hydro- .
xymethyl)eminomethan (tris), pH 7,5, 8,1,8,5; a 2-(N=cyklohe~-
xylamino)ethansulfonové kyselina (Ches), pH 8,8, 9,3 a 9 9.
Hodnoty pH byly vypoéteny z odedtd pri 25 °C za pousitl
PKg /%C nodnot poskytnutych Kesearch Organics (Cleveland,
Oth 44125), Obr.5b pfedstavuje vlivy pH na sktivity ARH-III
(plné trojthelniky), angiogenin (plné krourky) a RNézy (plné
Etveredky), vidi kvasinkové tRNA. Pro porovnéni jsou aktivi-
ity normalizovény pii meximu £\A260 ziskaném pro kaZdy protein.

Aktivita vaéi dinukleotid(B',S')fosfétﬁm byla stanovena
HPIC kvantitativni metodou jak je popséno Shapirem a spol,
1988, Anal.Biochem. 175: 450-461; Harperem a Valleem, 1989,
Biochemistry 28; 1875-1884, Reakdni smés (30 ul) obsahovala
0,1 mM substrétu, 2,8 /uM ARH-III a byla inkubovéna po 4 aZ
24 hodin p#i 37 °%.

Ribonukleolytickd aktivita vi&i 18S rRNA byla vizuali-
zovéna jak je popséno Shapirem a spol, 1986, Biochemistry 25:
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3527-3532, s rRNA z telecich jater (Phermacia) jeko substrg-
tem. ‘ ‘ )

B. Enzymatickéd aktivita

Enzymatické aktivity ARH-III v&¥i tRNA, 18S a 28S rRNA
a dinukleotidovym substrdtim byly velmi podobné zkoudkém
pro angiogenin, Ve zkouSce tRNA oba proteiny vykazuj{ nelinedr-
ni odezvu p!o.AAQGO éproti enzymové koncentraci p#i pH 6,8
(37 °¢) a jejich aktivity jsou nerozliZitelné p¥i koncentra=-
cich, které byly testovény, jak je uvedeno na obr.5a. ARH-ITII
se pon&kud 1i%il od angiogeninu, nicmén& jeho pH otimum bylo
~7,3 jak je uvedeno na obr.5b. Angiogenin a RN4za (ziskand
od Cooper Biochemicals) m&ly maximélni aktivity po podminek
zkoudky pri pH ~6,8 a ~8,1, coZ je v souladu s predchdzeji-
cimi vysledky ziskanymi Leeem a Valleem, 1989b, Biochem. and
Biophys.Res.Commun. 161: 121-126., vYe znémo, %e angiogenin ka-
talyzuje 3t&peni dinukleotidovych substr4td, ale p¥i rychlos-
ti 5 a% 6krét rédové ni%3{ ne? bylo pozorovéno pro RNézu A
(Shapiro a spol., 1988, Anal.Biochem. 175: 450-461; Harper
@ Vallee, 1989, Biochemistry 28: 1875-1884). Jeho specifita
je rozdilnéd od specifity RNézg A vzhledem ke kcat/Km hodno-
tém pro 4 rozdilné dinukleotidy.Aktivite ARH-III vi&i t&mto
substrétim je velmi podobné aktivit® angiogeninu, jak je uvede-
no v tabulce II, Ve v3ech piipadech hodnoty Kogt/Ky PYLY
ve 30 % hodnot pozorovanych pro angiogenin a relativnf spe-
cifita pro substréty byla nezm&ndna.




fabulka II

Aktivite ARH-IIT v&¥i dinukleotidovym substrétim®

| 1 =1
kcat/ngmr,s )
substrét ARH-III _ angiogenihb RNéza AS
CpA 13 12 6,0 x 10°
CpG 3,4 4,0 5,1 x 102
UpA 0,8 1,1 4,0 x 10°
UpG 0,4 0,4 1,8 x 10°

aZkouéky s ARH-III a sngiogeninem byly provedeny v 30 mM Mes,
30 mM NaCl, pH 6,0 pri 37 °C.

bHodnoty od Shapirs & spol., 1988, Anal.Biochem.'175: 450~
461 a Herpera a Valleea, 1989, Biochemistry 28:1875-1884.

cHodnoty od Harpera & Vallea, 1989, supra; zkousky provedeny
spektrofotometricky ve vyde uvedeném pufru pii 25 .

Je teaké znémo, %e angiogenin 3t&pf nechréndnou 185 a 288
PRNA selektivnim zpisobem, za vzniku produktl pFibliZné délky
100-500 mukleotidl, které zistdvaji po n&jakou dobu rezis-
tentnf vi&i deldi degradaci'(Shapirb a spol., Biochemistry
25: 3527-3532), Aktivita ARH~III vi&i takovym nechrén&nym
18S @ 285 rRNA byla nerozliZitelnd od aktivity sngiogeninu.
V &ase 60 8% 90 minut dva proteiny (0,67 /uM) katalyzuji
tforbu produktd podobné velikosti a intenzity, jak bylo zjis-
t8no elektroforézou na agarozovém gelu.
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P¥{klad 6

;nhibice proteinové syntézy in vitro a 3tdpeni intaktnich
ribosomd

V1liv ARH-III na proteinovou translaci v lyzétu krélidich
| retikulocytd byl stanoven modifikovanym postupel podle St.
Claira a spol., 1987, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 84:8330-8334,
jak je popséno Harperem a Valleem, 1989, Biochemistry 28:
1875-1884. Reak¥ni sm¥si obsshovaly 10-210 nM sngiogeninu
nebo ARH~IIT,

ARH-IIT katalyzované 3t&peni retikulocytové ribosomélni
RNA v intaktnich ribosomech bylo mkouSeno za pouZiti metody
St.Claira a spol., 1987, supra, jak je popséno Harperem a Va=
lleem, 1989 supra.

Je znémo, Ze angiogenin inhibuje translaci v lyzédtu kré-
lléich retikulocytd katalyzou vysoce specifického 3t&peni
18S rRNA ve 40S ribosomdlni podjednotce, generujici malé
mno%stvi diskrétnich produktd jak pozoroval St.Clair a spol.,
1987, supra; St.Clair a spol, 1988, Biochemistry 27: 7263~
7268. RNdza A naopak atakuje ribozomy na mnoha mistech za
vzniku velkého mnoZstvi reakdnich produktd rtzné velikosti.
Z t&chto dvou je angiogenin aktudln® G¥inn&j3{ p¥i inaktiva-
c¢i ribosomt, i kdy% jého rychlost s dalSimi RNA substraty Jje
a7 milionkrét pomalej31 neZ rychlost RNézy A. Tato pozoru-
hodnd specifita je pozorovéna jenom s intaktnimi ribosomy ne-
bo ribosomélnimi podgednotkaml, ale ne s igolovanou 18S nebo
28S rRNA.

ARH-III je znalné mén& ulinny neZ angiogenin p¥i inhi-
bici syntézy proteint v lyzétu krdli¥ich retikulocytd jak je
uvedeno v tabulce III. Zatfmco angiogenin inhiboval transla-
ci proteind Upln& pii koncentraci 40-70 nM,; ARH-III pPi 210




nM vykazuje ménd ne? 50% inhibiei, i p#i trojnésobn& dlouhé
inkubedni dob&.P¥i srovnéni mno¥stvi proteinu poZadova-
ného pro generovéni stejnych hladin inhibice vyplynulo, Ze
ARH-III byl 20- a% 30krdt mén¥ aktivni ne? angiogenin ve
stejném systému zkoudek, :

Tabulka III

Inhibice translace proteinu in vitro ARH-III, angiogeninem
a RNézou A®

Vzorek koncengrace (nM) % inhibice
"ARH-IITI 70 ' 0
210 - 16
210° 44
angiogenin : 10 15
30 86
70 100
RNéza A 30 30

70 99

.aZkou§ky byly provedeny v systému lyzétu kréli¥ich retikulo-

cytd. Procenta inhibice jsou vztaZena na mno%stvi / 5S/--zna--
geného proteinu ziskeaného kyselym sréZenim; 0%a 100 % in-
- hibice odpovid4 61,000 c¢pm & 200 cpme.

PReakéni doba ARH-III se sm¥si lyzétu byla 45 minut misto
obvyklyeh 15 minut.

Pro urdeni, zds ARH-III st&pi ribosomdlni RNA stejnym
selektivnim zpisobem jako sngiogenin, byla izolovéna rRNA z
vySe uvedené reakdni sm&si lyzdtu krdlilich retikulocytd,
radioaktivné oznalena a‘analyzovéna;elektroforézou na modomi~
no/polyakrylamidovém gelu jak je uvedeno na obr.6. Podrob-
n&ji, lyzé4t krélidich retikulocytd byl inkubovédn 15 minut

ey e e T ns:




H,0 (dréhy 1 a 9), angiogeninem p¥i 10 nM (drdha 2), 30 nM
(dréha 3) a 70 nM (dréha 4), nebo ARH-III p¥i 30 nM (dréha
5), 70 nM (dréha 6), 210 nM (dréha 7) & 210 nM se 45minuto-
vou inkubaci (dréhs 8). rRNA pak byla di3tdna extrakei fenol/
chloroform & vysré%¥ena ethanolem, 5° znafena za pou¥iti
/'}\-32P/-ATP.fzpracovéna elektroforézou na polyakrylamido-
vém gelu a vizualizovéna autoradiografii. Vzorky ve drshéch
1-4 obr.6 byly odebrény a zpracovévény elektroforézou 5 minut
pfed odebrénim drah 5-9. ARH-III generuje v podstatd stejné
§t&pné produkty jako angiogenin, ale pot¥ebuje k tomu vytaz-
né& vy331 koncentrace. 45 minut inkubace p¥i 210 nM ARH-III
poskytlo produkty se stejnou intenzitou jako byly generové-
ny za poufiti 20 nM angiogeninu p¥i 15 minutové inkubadni do-
bé&. To odpovidé 30ndsobnému rozdilu v aktivité&,

P¥iklad 7
Biologickd aktivita

Angiogeneze byla stanovena za pouZiti zkoudky kufeciho
embrya CAM podle Knightona a spol., 1977, Br.J.Cancer 35:
347-356, jak popsal Fett @& spol., 1985, Biochemistra 24:
5480-5486, Jednotlivé zkoulky pouZivaly sady 10 - 20 vajec.
Celkovy podet pouZitych vajec byl 248 pro ARH-III, 125 pro
angiogenin a 20 pro.H,0 oAngiogenin byl z expresniho systému
E.coli popsaného v piikladu 3 a obsshoval Met=(~1) zbytek,
jeho potence byla nerozliSitelnd od p¥irodniho angiogeninu,
obsahujiciho pyroglutamovou kyselinu pi#i smino-koneci (Shapi=-
ro a spol., 1988, Anal.Biochem, 175:450-461). Ddvka vyvolé~
vajici odpovéd ARH-III v CAM zkouZce byla rozdilné od angio-
geninu jak je uvedeno na obr. 7. Angiogenin se typicky pPibli-
Zuje maximdélni aktivit& v ddvce asi 1 ng, indukujici pozitiv-
‘ni odpovdd u 50-60 % vajec. Jeho aktivita p¥i 0,1 ng je obvykle



blizkd 10 8% 20%\pozitivni zékladni hladiné& pozorované se
samotnou vodou. Oproti tomu ARH-III dosahuje plnou ektivitu
p¥i 0,1 ng @ vzhledem k tomu je 10krdt Wdinn&jsi{ ne%f angio-
genin. To je neodekévané, nebot RNéza samotnéd nemé angiogen-
ni{ aktivitu & ARH-III hybrid obsshuje segment odvozeny od
RNézy, o kterém se predpokléda, Ze je unikétni oblasti angio-
genni struktury a funkce. P¥i vy38ich dédvkéch ARH-III vyon
1évé meximélni odezvu pozitivni ze 41 %, kterd je mirn¥jsf

ne? u angiogeninu.

P¥*{klad 8
Vazba ARH-III na PRI

Z3énlivé asiciadni konstanta druhého ¥édu, k,, pro vaz-
bu ARH-III k PRI byla stanovena zkou¥kami kompetitivnosti
mezi ARH-IIT @ RNdzou k PRI jak je popséno Leeem a Valleem,
1989a, Biochemistry 28: 3556-3561 & Leeem a spol., 198%9a, Bio~-
chemistry 28: 219-224, PRI byl ¥i3t&n jak je popséno Black-
burnem, 1979, J.Biol.Chem. 254:12484-12487., Interakce byla
monitorovéna v 0,1 M Mes, 0,1 M NaCl, imM EDTA, pH 6,0 p¥i
25 °C. Hodnota kg ziskenéd pro ARH-III byla prﬁmérem ze sedmi
samostatnych pokusﬁ. K stanovené pro asociaci ARH-III & PRI

byla (4,3%0,5) x 108 M7 8~ "o Tato hodnota byla vice nef dva-
krét v&t31 neZ hodnots pro angiogenin jak je zlejmé z tabul-

ky IV.

Konstanta disociadni rychlosti, kd, byla stenovena mo=
nitorovénim uvolfovéni ARH-III z komplexu protein:inhibitor ja-
ko funkce Zasu za pritomnosti pFebytku lepale volného PRI jak
popsali Lee a Vallee, 1989a, supra, a Lee a spols., 1989, Bio-
chemistry 28: 225-230. Volny angiogenin & ARH-III byly méfeny
kationtovymdnnou HPLC b&hem 10 dnl. Inkubace byla provédéna p¥i
25 °C ve vjSe uvedeném pufru, obsshujicim 120 /uM DTT. Diso~-
cia¥ni rychlost pro ARH-III:PRI komplex byla v podstat® ni%¥3i n
ne# pro angiogenin jak je uvedeno v tabulce IV. Obr.8 také
predstavuje disocieei angiogeninu a ARH-III z komplexu pro-




tein:PRI v prib&hu 10 dnd. osa y obr. 8 pfedstavuje frakci
angiogeninu nebo ARH—III,'které neni vézéna. Fo 10dennim
obdobi, b&hem kterého se disociovali ~8 %-komplexu angio-
genin:PRI, nebyla detegovatélné (<2 %) ARH~III:PRI komple-
xu. Horni hranice pro kd pro ARH-III miZe byt pro kd pro
ARH-III uchovévéna pii 3 x 107 -8 1.

K pro interakci ARH-III & PRI, vypoltend z k 8 kd
hodnot a byla <7 x 10 17M. Byla nejméné& 10~ a.600-krét
niz¥1{ ne? hodnoty pro angiogenin a RNézu A.

Tabulka IV

Vazebné konstanty pro ARH-III s PRIa

Vzorek ka k& Ki
| e x1078) (s~ 'x107) (£M)
ARH-III 4,3 <0,3 <0,07
 angiogeninb 1,8 1,3 0,7
' RN4za AP 3,4 : 150 40

®Podminky inkubace byly 0,1 M Mes, 0,1 M NaCl, 1 mM EDTA,
pH 6,0, 25 °C.

Y04 Leew @ spol., 1989b, Biochemistry 28: 225-230,

Z predchézejiciho je ziejmé, %e byla popséna speci-
fické provedeni vynélezu, kterd v3ak slouZi pouze jako jeho
ilustrace, mohou byt uskute¥n¥ny rtzné zm&ny v provedeni,
ani% by do3lo k poruSeni rozsahu vynélezu. Podle teho neni
vynélez nikterak omezen jinak, neZ piedloZenymi néroky.
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Te Mutentni angiogenni protein, ve kterém sminokyseliny
v oblssti p#i nebo odpovidajici angiogeninovym zbytkim 8-
22, byly nshrazeny jinymi aminokyselinami, majici zvySenou
angiogenni aktivitu. .

2. Mutantni angiogenni protein podle néroku 1, ve kte-
rém oblast p¥i nebo odpovidajici angiogeninovym zby tkim
8-22 byla nahrazensa oblasti aminokyselin v RN&ze.

3. Mutantni angiogenni protein podle néroku 2, kde odpo-
vidajici oblast aminokyselin v RNéze zehrnuje aminokyseliny
p¥i nebo odpovidajici zbytkim 7-21 RNazy.

4. 8i%téné izolovanéd DNA sekvence obsehujici DNA sekvenci
xodujici protein podle néroku 1.

5.  Gi¥t&nd izolovand DNA sekvence obsshujici DNA sekven-
ci kodujici protein podle néroku 2.

6o 8i5t&nd izolovanéd DNA sekvence obsahujici DNA sekven-
¢i kodujici protein podle bodu 3.

T Izolovany vektor pro expresi proteinu podle néroku 1
v trensformovanych hostitelskych bunkéch.

8. Izolovany vektor pro expresi proteinu podle néroku 2
v transformovanych hostitelskych punkéch.

9. " Izolovany vektor pro expresi proteinu podle néroku 3
v transformovanych hostitelskych bunkéch.
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10, Hostitelskd bunka transformovené vektorem podle
roku 7. '

11, Hostitelské bunka transformovend vektorem podle
roku 8,

12, Hostitelské bunks transformovéné vektorem podle
roku 9. .

13. Farmaceuticky p¥ipravek,v y zna & u jic 1

t im, Ze obsahuje angiogenné uU¢inné mnoZstvi proteinu
néroku 1 ve farmaceuticky pfijatelném nosié&i.
14, Farmaceuticky piipravek, vy zna dujd{ici
t {m, e obsahuje angiogenné& ufinné mnoZstvi proteinu
néroku 2 ve farmaceuticky p¥ijatelném nosidi.

15. Farmaceuticky p¥ipravek, vy z na & u j {cd
t 1 m, Ze obsahuje angiogenn& u¥inné mnoZstvi proteinu
néroku 3 ve farmaceuticky pfijatelném nosidi.

né-

né-

né-

s e
podle

s e
podle

S e
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Anotace

Ngzev vynélezu: Kovelentni hybridy sngiogenin/RNéza

Je popisovéna regionédlni mutageneze genu pro sngioge-
nin pro p¥ipravu DNA sekvenci kodujicich mutantni protelny,
majicl zvySenou angiogenni aktivitu. Vektory pro expresi ob-
sahujici tyto sekvence jsou zavédény do hostitelské bunky a
a »{d{ produkci mutantnich angiogennich proteind s‘VYrazné
zvySenou angiogenni aktivitou. Premisténi aminokyselin v
oblasti pri nebo odpovidajicich zbytkim 8-22 angiogeninu
s daldimi aminokyselinami, zejména s aminokyselinami odpo-
vidajicimi zbytkim 7-21 RNézy, neotekévand vede k hybridnimu
proteinu angiogenin/RNéza, ktery je mutantni, a mé 10krat
vy3381 angiogenni u¥innost ve zkousce chorioallantoinové mem=- ;
brény. Dal3i in vivo @ in vitro angiogeninové aktivity Jsou |
v mutantnim hybridnim proteinu zménény. Mutantni anglogenln/
RNézové hybridni proteiny podle predloZeného vynélezu Jjsou
vhodnymi terapeutickymi kompozicemi k promotovéni vyvoje hemo-
vaskulérniho ¥e&i3t& u saved nebo pri promotovéni hojeni po-
ranéni, zejména, hojeni roztrieného nebo traumatizovaného

chrupav&itého materidlu. = ' |
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